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(57) Abrege : La pr£sente invention concerne 1' utilisation d'un ensemble binaire comportant : des cellules endotheliales de phe- 
notype non angiog£nique et des cellules endotheliales de phenotype angiog6nique, pour le criblage de substances angiogSniques 
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NOUVELLES CELLULES ENDOTHELIALES, ANTICORPS DBRIGES 
CONTRE CES CELLULES ET LEUR UTILISATION, NOTAMMENT POUR 
LE CREBLAGE DE SUBSTANCES INHDBANT L'ANGIOGENESE 

La presente invention concerne de nouvelles cellules endotheliales, ainsi que des 
anticorps diriges contre ces cellules. La presente invention concerne egalement 
T utilisation de ces cellules, notamment pour le criblage de substances inhibant 
l'angiogenese. 

Les cellules endothelials tapissent l'interieur de tous les vaisseaux sanguins de 
l'organisme. Ces cellules ont un phenotype quiescent, elles ne proliferent quasiment pas 
(seulement 0,01% des cellules endothelials sont engagees dans la division cellulaire k 
un moment donne). Le role physiologique des cellules endotheliales est tres vaste, elles 
participent a de nombreux phenom^nes vitaux pour Torganisme : coagulation sanguine, 
maintien de la pression arterielle, recrutement de cellules circulantes, synthase de 
facteurs de croissance. Quand un territoire requiert un apport accru en oxyg£ne et en 
nutriments il reagit en relarguant des facteurs solubles qui convertissent le phenotype 
des cellules endotheliales en un phenotype active, et des facteurs mitog&ies pour les 
cellules endotheliales de phenotype active. Ces cellules endotheliales acquterent enfin 
un phenotype angiogenique et deviennent capables d'effectuer le programme 
d'angiogen&se, c r est-&-dire le developpement de nouveaux vaisseaux sanguins a partir 
du reseau preexistant. Ce phenomene est normal et controie lors d ! une blessure ou dans 
la maturation du corps j.aune de l f ovaire ; en revanche, il devient dangereux dans des 
situations- pathologiques oil l'angiogenese n'est plus contr6iee, par exemple dans la 
retinopathie diabetique, la polyarthrite et le developpement tumoral. 

II est necessaire qu ! un agent therapeutique s'attaque seulement aux cellules 

endotheliales participant h l'angiogenese, c'est k dire aux cellules de phenotype 

angiogenique (Brooks et al., 1994), d'oit Timportance de Tetude du phenotype 

angiogenique pour le developpement de nouveaux outils afin de bloquer l'angiogenese. 

Peu d'etudes ont jusqu ! £ maintenant ete effectuees sur des cellules de phenotype 

angiogenique, une difficulte majeure etant Timpossibilite d ! extraire des cellules de ce 

phenotype et de les maintenir diffisrenciees en culture in vitro, Les cellules endotheliales 

sont classiquement cultivees en presence de FGF2, et done comme toute cellule cultivee 

i 

in vitro, elles perdent leur phenotype quiescent et acquierent un phenotype active 
lorsqu' elles proliferent dans une boite de culture. En revanche le maintien du phenotype 
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angiogenique pourrait etre assure par Padjonction de FGF2 au milieu de culture 
(Boudreau et aL, 1997 ; Battegay et al., 1994). Cependant, le role de FGF2 en pathologie 
est controversy. 

A ce jour, on ne dispose pas de modules delude de cellules endotheliales qui, bien 
que proliferant, soit miment le phenotype non active (phenotype non angiogenique), soit 
miment le phenotype angiogenique. 

La presente invention a pour but de fournir des cellules endotheliales dependant 
exclusivement du VEGF. 

La presente invention a pour but de fournir un procdde de preparation desdites 
cellules cultivees sur un tapis de gelatine ou de collagene et incubees ou non dans un 
milieu de culture dont la teneur en hormones et en facteurs de croissance est controlee. 

La presente invention concerne l'utilisation d'un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 
pour le criblage 

de substances angiogeniques vis-^-vis de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique, ou 

de substances anti-angiogeniques vis-4-vis de cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype 
non angiogenique. 

La presente invention concerne Putilisation d'un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique] 

pour le criblage de substances anti-angiogeniques, vis-a-vis de cellules 
endotheliales de phenotype angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules 
endotheliales de phenotype non angiogenique. 

Les constituants de P "ensemble binaire" designent P ensemble de chacun des 
phenotypes, qui en culture forment des tubes en reponse au FGF2, mais dont un seul des 
phenotypes repond au VEGF. 
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1/ expression "cellules endotheliales de phenotype non angiogenique" designe des 
cellules incapables de s'organiser en tubes en culture dans un gel de collagene en 
presence de VEGF. 

I/expression "cellules endotheliales de phenotype angiogenique" designe des 
cellules capables de s'organiser en tubes en culture dans un gel de collagene en 
presence de VEGF. 

L'expression "substances anti-angiog£niques" designe toute substance naturelle 
ou synthetique qui, ajoutee au milieu de culture, inhibe Tactivite cellulaire de Tun ou 
des 2 elements du systdme binaire sus-decrit, lors de Tun au moins des 3 tests suivants 
(decrits ci-apr£s dans les exemples) : proliferation, migration, angiogenese in vitro, ou 
bien inhibe la tumorigenese (decrite dans les exemples). 

L'expression "substances angiog&iiques" designe toute substance naturelle ou 
synthetique qui, ajoutee au milieu de culture, stimule 1'activite cellulaire de Tun ou 
des 2 elements du systdme binaire sus-decrit lors de Tun au moins des 3 tests suivants 
(decrits dans les exemples) : proliferation, migration, angiogenese in vitro, ou bien 
stimule la tumorigenese (decrite dans les exemples). 

L'expression "substances n'affectant substantiellement pas les cellules 
endotheliales de phenotype non angiogenique" designe toute substance naturelle ou 
synthetique qui, ajoutee au milieu de culture, ne modifie pas 1'activite des cellules de 
phenotype non angiogenique lors de Tun au moins des 3 tests suivants (decrits dans les 
exemples) : proliferation, migration, angiogenese in vitro. 

L'expression "substances n'affectant substantiellement pas les cellules 
endotheliales de phenotype angiogenique" designe toute substance naturelle ou 
synth6tique qui, ajoutee au milieu de culture, ne modifie pas! 1'activite des cellules de 
phenotype angiogenique lors de Tun au moins des 3 tests suivants (decrits dans les 
exemples) : proliferation, migration, angiogenese in vitro. 

La presente invention concerne egalement un procede de criblage de substances 
susceptibles d'inhiber Pangiogenese de cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique, mais n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de 
phenotype non angiogenique, comprenant les etapes suivantes : 

- la mise en culture, d'une part, de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique et, d'autre part, de cellules endotheliales de phenotype j angiogenique, pour 
obtenir respectivement une culture de cellules endotheliales de phenotype angiogenique 
et une culture de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, 
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- Taddition, a chacune des cultures d^finies ci-dessus, d'un facteur mitogenique, 
notamment choisi parmi la famille des facteurs FGF, le PDGF, le VEGF ou TEGF, et 
etant notamment le VEGF, et de la substance a tester, susceptible d'inhiber 
Tangiogenese, et le maintien des cellules susmentionndes en culture pendant un temps 
suffisant pour qu'il y ait au moins un cycle de division cellulaire, 

- la comparaison de Tinhibition, par la substance k tester, de Taction 
mitogenique du facteur mitogenique, d'une part sur les cellules endothelials de 
phenotype angiogenique et, d' autre part, sur les cellules endotheiiales de phenotype non 
angiogenique, permettant de selectionner parmi les susdites substances a tester celle qui 
inhibe la proliferation des cellules endothelials de phenotype angiogenique, mais qui 
n'inhibe pas la proliferation des cellules endothelials de phenotype non angiogenique. 

La pr6sente invention conceme done egalement un procede de criblage de 
substances anti-angiogeniques vis-i-vis de cellules endothelials de phenotype 
angiogenique. 

L'expression "facteur mitogenique" designe une substance capable de declencher 
la proliferation cellulaire. 

L'expression "maintien des cellules en culture pendant un temps suffisant pour 
qu'il y ait au moins un cycle de division cellulaire" correspond k une dur6e minimale de 
24 k 48 heures, selon le phenotype cellulaire. 

L'expression "action mitogenique" designe Taction d'un facteur mitogenique, a 
savoir la proliferation cellulaire. 

L'expression "inhibition de Taction mitogenique du facteur mitogenique" designe 
Taction d'une substance inhibant Tactivite d'un facteur mitogenique, a savoir la 
proliferation cellulaire. { 

La comparaison de Tinhibition, par la substance k tester, de Taction mitogenique 
du facteur mitogenique, d'une part sur les cellules endothelials de phenotype 
angiogenique et, d' autre part, sur les cellules endothelials de phenotype non 
angiogenique s'effectue selon le test de proliferation induite par le facteur mitogenique 
sur des cellules de chaque phenotype. 

La presente invention conceme egalement un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endothelials de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endothelials de phenotype angiogenique, 

caracterise en ce que les cellules endothelials de phenotype non angiogenique 
presentent au moins Tune des proprietes suivantes : 
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- elles restent confluentes lorsqu' elles sont mises en presence du facteur de 
croissance VEGF, sans former de tubules, 

- elles ne proliferent pas sous Paction du VEGF, 

- elles ne sont pas protegees de Papoptose par le VEGF, 

et en ce que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique presentent au 
moins Tune des propriet6s suivantes : 

- elles forment des tubes lorsqu'elles sont mises en presence du facteur de 
croissance VEGF, 

- elles proliferent sous Taction du VEGF, 

- elles sont protegees de Fapoptose par le VEGF. 

Selon un mode de realisation avantageux de Pinvention, les cellules endotheliales 
de phenotype non angiogenique resistent a un traitement anti-angiog6nique inhibant la 
phosphorylation du VEGF-R2 (voir Figure 4). 

Selon un mode de realisation avantageux de Pinvention, les cellules endotheliales 
de phenotype angiogenique sont sensibles k un traitement anti-angiog£nique inhibant la 
phosphorylation du VEGF-R2 (voir Figure 4). 

Le terme "confluent" designe Petat de cellules tapissant la surface du support de la 
boite de culture sans laisser d'espace vide, ou cellules jointives sans solution de 



Le terme "facteur de croissance" designe une substance induisant la proliferation 
ou la differentiation cellulaire.Le terme "tubules" designe un allongement cellulaire 
suivi de Porganisation en 2 rangSes paralieies de cellules deiimitant un espace en forme 
de tube creux. 



serum meurent au decours d'une cascade d'evenements se traduisant par la 
fragmentation des noyaux. Ce ph6nomfene est mis en evidence par comptage de noyaux 
cellulaires fragment's selon la technique ddcrite par Gavrieli (Gavrieli et al., 1992). 

L'apoptose peut etre induite par exemple par la privation de serum, ou par tout 
autre moyen connu de Phomme de Part. 

Le terme "traitement angiogenique" designe la mise en presence des cellules avec 
uhe substance declenchant un effet angiogenique, notamment le VEGF. 



continuite. 



L' expression "non protegees de Papoptose" signifie queues cellules privees de 
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On verifie que les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique restent 
confluentes lorsqu'elles sont mises en presence du facteur de croissance VEGF, sans 
former de tubules, par le test d'angiogendse in vitro. 

On verifie que les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique resistent 
a un traitement angiogenique, par le test de proliferation. 

On verifie que les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique ne sont 
pas protegees de Papoptose par le VEGF, par le test de Gavrieli. 

On verifie que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique forment des 
tubes lorsqu'elles sont mises en presence du facteur de croissance VEGF, par le test 
d'angiogendse in vitro. 

On verifie que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique sont sensibles 
k un traitement angiogenique, par le test de proliferation. 

On verifie que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique sont 
protegees de Papoptose par le VEGF, par le test de Gavrieli. 

Selon un mode de realisation avantageux, la presente invention concerne des 
cellules endotheliales de phenotype non angiogenique telles que definies ci-dessus. 

La presente invention concerne des cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique telles que definies ci-dessus. 

La presente invention concerne des cellules endotheliales telles que definies ci- 
dessus, caracterisees en ce que ce sont des cellules endotheliales de vaisseau, 
notamment des cellules endotheliales d'aorte, de cortex surrenal, de peau, de cerveau, 
de retine, de veine ou d'artere de cordon ombilical. 

La presente invention concerne egalement ion procede de preparation de cellules 
endotheliales de phenotype non angiogenique telles que definies ci-dessus, caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- P incubation de cellules endotheliales, notamment preievees d'une aorte, dans 
un milieu ne contenant ni (Estradiol, ni facteur de croissance, notamment ni VEGF, afin 
d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, 

- le preievement d'un clone k Paide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, et la culture 
de ce clone jusqu'& Pobtention de la confluence des cellules, verifiee par examen a 
Paide d'un microscope k contraste de phase. 
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- la selection des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues a Petape prec6dente, a Paide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d' angiogenese in vitro. 

On utilise un milieu ne contenant ni (estradiol, ni facteur de croissance pour ne 
pas stimuler la synthese de VEGF (Concina et al., 2000). 

On utilise avantageusement le milieu decrit dans les exemples. 

Apres Petape d'incubation, on preleve tous les clones, on les teste par 
angiogenese in vitro et on selectionne ceux qui sont "non angiog&iiques", c'est-a-dire 
ceux qui ne forment pas de tubes sous Taction du VEGF. 

On verifie la confluence des cellules par observation au microscope. 

Le test de proliferation et le test de migration sont decrits dans la reference 
suivante : Jonca et aL (1997). 

Le test d'angiogenfese est decrit dans les exemples. 

On peut utiliser les trois tests pour caracteriser les clones, mais le test 
d'angiogenfcse in vitro peut suffire a la caracterisation. 

La pr^sente invention concerne egalement un procede de preparation de cellules 
endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies ci-dessus, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

- Tincubation de cellules endotheliales, notamment pr^levees d'une aorte dans 
un milieu contenant de Poestradiol et un facteur de croissance, notamment le VEGF, 
afin d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

- le preievement d'un clone a Paide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et la culture de ce 
clone jusqu'& Pobtention de la confluence des cellules, f 

- la selection des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues a Petape precedente, a 1' aide de tests de 
proliferation, de migration ou d'angiogenese in vitro. 

L'expression "clones de cellules endotheliales de phenotype angiogenique" 
designe un ensemble de cellules repondant aux criteres requis. 

Aprds l'etape d'incubation, on preteve tous les clones, on les teste par 
angiogenese in vitro et on selectionne ceux qui sont "angiogeniques", c'est-&-dire ceux 
qui forment des tubes sous Taction du VEGF. 
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La presente invention concerne egalement un anticoxps polyclonal ou monoclonal 
dirige contre les cellules endothelials de phenotype angiogenique telles que definies ci- 
dessus, notamment anticorps monoclonal capable d'activer ou d'inhiber Pangiogenese. 

Par "anticorps capable d'activer Pangiogenese", on designe un anticorps doue 
d'activite angiogenique, comme sus definie. Par "anticorps capable d'inhiber 
Pangiogenese" on designe un anticoips doue d'activite anti-angiog6nique comme sus 
definie. 

La presente invention concerne egalement un anticorps polyclonal ou monoclonal 
dirige contre les cellules endothelials de phenotype non angiogenique telles que 
definies ci-dessus, notamment anticorps monoclonal capable d'activer ou d'inhiber 
Pangiogenese. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, un anticorps 
monoclonal dirige contre des cellules endothelials de phenotype angiogenique de 
P invention presente les caracteristiques suivantes : 

- il se lie a la surface des cellules endothelials de phenotype angiogenique, et 

- il reconnait un motif present exclusivement sur les cellules endothelials de 
phenotype angiogenique, notamment un recepteur membranaire. 

On verifie que P anticorps monoclonal dirige contre des cellules endothelials de 
phenotype angiogenique de P invention se lie k la surface des cellules endothelials de 
phenotype angiogenique par le test ELISA sur cellules ou de cytometrie, tels que definis 
dans les exemples. 

On verifie que Panticorps monoclonal dirige contre des cellules endothelials de 
phenotype angiogenique de Pinvention reconnait un motif present exclusivement sur les 
cellules endotheiiales de phenotype angiogenique, nojamment un recepteur 
membranaire par les memes tests que ceux indiques ci-dessus. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation d'un 
anticorps monoclonal dirige contre les cellules angiogeniques tel que defini ci-dessus, 
capable d'activer Pangiogenese, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- Pimmunisation d'un animal par injection de cellules de phenotype 
angiogenique, 

- la fusion entre des myeiomes d'un animal et des spienocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 
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- le clonage d' hybridomes, choisis parmi ceux obtenus a Petape precedente et 
secretant des anticorps contre les cellules de phenotype angiogenique, 

- la verification des proprietes d'activation de Pangiogendse des anticorps 
susmentionnes vis-a-vis des cellules angiogeniques, notamment & Paide du test de 

5 proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

L' animal utilise pour Petape d' immunisation est notamment une souris ou un rat. 
Les myelomes utilises pour la fusion proviennent notamment d'une souris ou d'un 

rat. 

Les splenocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la meme 
10 esp£ce que celle dont provient les myelomes, a savoir notamment d'une souris ou d'un 

rat. 

On choisit les hybridomes qui secretent les anticorps cohtre les cellules de 
phenotype angiogenique par ELISA, ou par cytometric, et on met en evidence la 
fonction angiogenique par un test de proliferation et d'angiogen£se in vitro, 
15 La presente invention concerne egalement im proced6 de preparation d'un 

anticorps monoclonal dirige contre les cellules angiogSniques tel que defini ci-dessus, 
capable d'inhiber Pangiogenese, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- Pimmunisation d'un animal par injection de cellules de phenotype 
angiogenique, 

20 - la fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal afin 

d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus k Petape precedente et 
secretant des anticorps contre les cellules de phenotype angiogenique, 

25 - la verification des proprietes d'inhibition de Pangiogenese des anticorps 

susmentionnes vis-a-vis des cellules angiogeniques, notamment a Paide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

L' animal utilise pour Petape d'immunisation est notamment une souris ou un rat. 
Les myelomes utilises pour la fusion proviennent notamment d'une souris ou d'un 

30 rat. 

Les splenocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la meme 
espece que celle dont provient les myelomes, k savoir notamment d'une souris ou d'un 
rat. 
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On choisit les hybridomes qui s6cr£tent les anticorps contre les cellules de 
phenotype angiogenique par ELISA, ou par cytoinetrie, et on met en evidence la 
fonction anti-angiogenique par un test de proliferation et d'angiogenfese in vitro. 

La presente invention concerne egalement des anticorps anti-idiotypiques diriges 
contre des anticorps monoclonaux eux-memes diriges contre des cellules endothelials 
de phenotype non angiogenique telles que d^finies ci-dessus, ou contre des anticorps 
monoclonaux eux-memes diriges contre des cellules endotheiiales de phenotype 
angiogenique telles que definies ci-dessus, caracterises en ce qu'ils sont capables 
d'activer ou d'inhiber les fonctions exerc6es (activation ou inhibition de Pangiogenese) 
par les anticorps tels que definis ci-dessus. 

La presente invention conceme egalement des anticorps anti-idiotypiques diriges 
contre des anticorps monoclonaux eux-memes diriges contre des cellules endotheiiales 
de phenotype angiogenique, caracterises en ce qu'ils sont capables d'activer les 
fonctions exerc^es (activation ou inhibition de Pangiogenese) par les anticorps tels que 
definis ci-dessus. 

Ces anticorps raim ent done les structures des recepteurs et peuvent etre considers 
comme des recepteurs circulants, done fonctionnant comme des anticorps anti-ligands. 
L'avantage reside en la construction d'anticorps anti ligands sans que la nature du 
ligand soit connue. 

La presente invention conceme egalement des anticorps anti-idiotypiques diriges 
contre des anticorps monoclonaux eux-memes diriges contre des cellules endotheiiales 
de phenotype angiogenique, caracterises en ce qu'ils sont capables d'inhiber les 
fonctions exercees (activation ou inhibition de Pangiogenese) par les anticorps tels que 
definis ci-dessus. ~ f 

Ces anticorps miment done les structures des recepteurs et peuvent etre considers 
comme des recepteurs circulants, done fonctionnant comme des anticorps anti-ligands. 
L'avantage reside en la construction d'anticorps anti ligands sans que la nature du 
ligand soit connue. 

La presente invention concerne egalement des fragments Fab des anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux, tels que definis ci-dessus, et des anticorps anti- 
idiotypiques tels que definis ci-dessus, lesdits fragments etant capables d'activer ou 
d'inhiber Pangiogenese. 

Les fragments Fab peuvent Stre obtenus par clivage de la chaine lourde des 
anticorps, notamment par la papaine. lis se lient done aux recepteurs de la meme fa9on 
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mais ne les dimerisent pas, done Us exercent uniquement une activite de blocage du 
r6cepteur. 



Pangiogenese, tel que defini ci-dessus, et 

- un element radioactif tel que Piode 125 ou 131, Pindium, le yttrium ou tout 
autre compost contenant une particule ionisante. 

Se fixant k la cellule cible, ce complexe peut la detruire grace a P element 
cytolytique qui lui est lie. 

La prSsente invention conceme egalement un complexe entre un anticorps, tel que 
defini ci-dessus, activateur de Pangiogenese, et un compose cytolytique, en particulier 
une toxinfe. 

Se fixant a la cellule cible, ce complexe est ensuite internalise k Pint6rieur de la 
cellule et peut la detruire grace au compost qui lui est lie. 

La presente invention conceme un proced6 de preparation des anticorps anti- 
idiotypiques tels que definis ci-dessus, diriges contre des anticorps monoclonaux eux- 
mSmes dirig6s contre des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, ledit 
proced6 6tant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- Pimmunisation d'un animal par injection d'anticorps monoclonaux tels que 
definis ci-dessus, a savoir des anticorps anti-cellules angiogeniques, 

- la fusion entre des myeiomes d'un animal et des spienocytes d'un animal, afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtemis a Petape precedente et 
s6cr6tant des anticorps diriges contre les anticorps monoclonaux susmentionnes, utilises 
pour Pimmunisation, lesdits anticorps monoclonaux etant dirig6s contre les cellules de 
phenotype angiogenique, et 

- la verification des propriety d' inhibition des anticorps susmentionnes vis-4-vis 
de la fonction deactivation ou d'inhibition de Pangiogenese des anticorps tels que 
definis ci-dessus, notamment a Paide du test de proliferation et/ou de migration et/ou 
d'angiogenese in vitro. 

L' animal utilise pour Petape d'immunisation est notamment uije souris ou un rat. 



La pr6sente invention conceme egalement un complexe entre : 

_ un anticorps, tel que defini ci-dessus, ou un fragment Fab, activateur de 
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Les myelomes utilises pour la fusion proviennent notamment d'une souris ou d'un 

rat. 

Les splenocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la meme 
espece que celle dont provient les myelomes, a savoir notamment d'une souris ou d'un 
rat. 

On choisit les hybridomes qui s^cretent des anticorps diriges contre les anticorps 
monoclonaux utilises pour rimmunisation par ELISA en utilisant les fragments Fab des 
anticorps ayant servi d'immunogene comme substrat de la reaction. 

La presente invention concerne egalement des anticorps anti-anti-idiotypiques 
diriges contre des cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies 
ci-dessus, caracterises en ce qu'ils sont capables d'activer ou d'inhiber Tangiogenfese. 

La presente invention concerne egalement des anticorps anti-anti-idiotypiques 
diriges contre des cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies 
ci-dessus, caracterises en ce qu'ils sont capables d'activer ou d'inhiber Pangiogendse. 
Ces anticorps etant diriges contre un anticorps mimant un r6cepteur, ils se comportent 
comme des mimes du ligand. L'avantage est done d'obtenir des mimes du ligand, mSme 
en ne connaissant pas sa structure. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation des anticorps 
anti-anti-idiotypiques tels que d&finis ci-dessus, diriges contre des cellules endotheliales 
de phenotype angiogenique, ledit procede etant caracterise en ce qu'il comprend les 
Stapes suivantes : 

- rimmunisation d'un animal par injection d' anticorps anti-idiotypiques tels que 
definis ci-dessus, & savoir des anticorps anti-anticorps anti-cellules angiog6niques, 

- la fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal, afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus a Tetape pr6cedente et 
s£cr&ant des anticorps anti-anti-idiotypiques diriges contre les cellules de phenotype 
angiogenique, et 

- la verification des proprietes d'inhibition ou d' activation de l'angiogenese des 
anticorps anti-anti-idiotypiques susmentionnes, notamment a l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

L'animal utilise pour l'etape d'immunisation est notamment uhe souris ou un rat. 
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Les myelomes utilises pour la fusion proviennent notamment d'une souris ou d'un 

rat. 



esp£ce que celle dont provient les myelomes, a savoir notamment d'une souris ou d'un 
rat. 

On choisit les hybridomes qui secr^tent des anticorps anti-anti-idiotypiques 
dirig6s contre les cellules de phenotype angiog6nique par mesure de leur liaison aux 
fragments Fab de P anticorps anti-idiotypique. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique, 
caracterisee en ce qu'elle contient, a titre de substance active, un inhibiteur de 
Pangiogenese, choisi parmi un anticorps tel que defini ci-dessus, un anticorps anti- 
idiotypique tel que defini ci-dessus, un fragment Fab tel que defini ci-dessus, ou un 
complexe tel que defini ci-dessus, en association avec un vecteur pharmaceutiquement 
acceptable, ladite composition pharmaceutique etant susceptible d'etre administree k 
raison d' environ 0,01 a environ 20 mg/kg/injection. 

La presente invention concerne egalement une composition vaccinale, caracterisee 
en ce qu'elle comprend, a titre de substance active un anticorps monoclonal tel que 
defini ci-dessus, ou un anticorps anti-idiotypique tel que defini ci-dessus, ou des 
fragments Fab tels que definis ci-dessus, ou un anticorps anti-anti-idiotypique tel que 
defini ci-dessus, en association avec un adjuvant pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention concerne egalement Putilisation d'un inhibiteur de 
Pangiogenese, choisi parmi un anticorps tel que defini ci-dessus, un anticorps anti- 
idiotypique tel que defini ci-dessus, un fragment Fab tel que defini ci-dessus, ou un 
complexe tel que defini ci-dessus, ou d'un anticorps anti-anti-f diotypique tel que defini 
ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 
necessitant P inhibition de la proliferation endotheiiale, notamment dans le cadre des 
pathologies suivantes : les cancers, la d6generescence musculaire li£e k l'Sge, les 
retinopathies diabetiques, la polyarthrite rhumatoi'de, les angiomes, les angiosarcomes, 
en particuher la maladie de Castelman et le sarcome de Kaposi. 

La presente invention concerne egalement Putilisation d'un inhibiteur de 
Pangiogenese, choisi parmi un anticorps tel que defini ci-dessus, un anticorps anti- 
idiotypique tel que defini ci-dessus, un fragment Fab tel que defini. ci-dessus, ou un 
complexe tel que defini ci-dessus, ou d'un anticorps anti-anti-idiotypique tel que defini 
ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 



Les spienocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la m§me 
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ndcessitant Pinhibition de V activation endothelial, notamment dans le cadre des 
pathologies suivantes : le rejet d'allogreffe et de x&iogreffe, les acrocyanoses, les 
sclerodermies, ou dans le cadre de la preparation de greffons entre le prelevement et la 
transplantation. 

L' expression "^inhibition de l'activation endotheliale" peut etre d6termin6e par 
un test mesurant la presence k la surface celhilaire d'un marqueur d'activation 
(notamment ICAM-1, V-CAM). 

La presente invention concerne egalement l'utilisation d'un activateur de 
Pangiogenese, notamment un anticorps tel. que defini ci-dessus, un anticorps anti- 
idiotypique tel que defini ci-dessus, un fragment Fab tel que d6fini ci-dessus, ou d'un 
anticorps anti-anti-idiotypique tel que defini ci-dessus, pour la preparation d'un 
medicament destine a favoriser la cicatrisation notamment dans le cadre de blessures, la 
reconstruction tissulaire notamment dans le cadre de greffes musculaires et cutanees 
lors de la chirurgie reconstructive et esth&ique, P induction ovarienne, la reperfusion des 
territoires ischemics lors de Tart&ite des membres inferieurs ou de Pinfarctus du 
myocarde. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Les Figures 1A, IB, 1C et ID represented la morphologie des deux phenotypes 
cellulaires en culture, k savoir les cellules endothelials d'aorte de foetus de boeuf non 
angiogSniques (F/0) et les cellules endothelials d'aorte de foetus de bceuf 
angiog£niques (FAQ. 

{ 

La Figure 1 A correspond k des cellules F/0 cultivees en absence de VEGF 
La Figure IB correspond k des cellules F/0 cultivees en presence de VEGF 
La Figure 1C correspond k des cellules F/V cultivees en absence de VEGF 
La Figure ID correspond k des cellules F/V cultivees en presence de VEGF 

On constate que le VEGF maintient des ph6notypes angiogeniques distincts. 
Seules les cellules F/V changent de morphologie sous Taction du VEGF. Les cellules 
F/O sont arrondies et plus grosses que les cellules F/V. L'ajout de VEGF ne modifie pas 
la morphologie des cellules F/O. Les cellules F/V cultivdes sans VEGF ont une 
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moiphologie proche de celle des cellules F/O. En presence de VEGF, elles apparaissent 
6tir6es. 

Les Figures 2 A, 2B et 2C represented V analyse de l'expression genique par 
transfert d'ARN (Northern blot). 

La Figure 2 A correspond k la comparaison par transfert d'ARN de T expression de 
VEGF-R2 (recepteur 2 du VEGF) dans les cellules F/0 et F/V. On utilise comme temoin 
l'actine, dont 1* expression ne varie pas dans les cellules F/0 et F/V. Cette Figure 
demontre que l'expression de VEGF-R2 est fortement augmentee dans les cellules F/V 
par rapport aux cellules F/0. 

La Figure 2B correspond a la comparaison par transfert d'ARN de l'expression du 
collagene-1 dans les cellules F/0 et F/V. On utilise comme temoin 1'actine, dont 
l'expression ne varie pas dans les cellules. Cette Figure demontre que l'expression du 
collagene-1 est superieure dans les cellules F/0 par rapport k celle dans les cellules F/V. 

La Figure 2C correspond a la comparaison par transfert d'ARN de l'expression de 
la fibronectine dans les cellules F/0, F/V, BREC/0 (cellules endotheliales non 
angiog&iiques de retine) et BREC/V (cellules endotheliales angiogeniques de 
retme)(Hutchings et al., 2002). On utilise comme temoin 1'actine, dont l'expression ne 
varie pas dans les cellules. Cette Figure demontre que l'expression de la fibronectine est 
superieure dans les cellules F/0 par rapport k celle dans les cellules F/V. De rn§me que 
pour le VEGF-R2, il n'y a pas de difference significative d' expression de la fibronectine 
dans les cellules BREC/V et BREC/0. 

Dans toutes ces figures, la ligne "ratio" correspond au rapport entre l'expression 
du gene d'interet dans les deux types cellulaires. j 

Les Figures 3A et 3B repr&entent I'angiogendse in vitro sur Matrigel (Becton 
Dickinson). 

La Figure 3A repr^sente Pabsence de formation de tubules par les cellules F/O. 
Les cellules F/O demeurent en une monocouche regulifcre sur Matrigel. 

La Figure 3B represente la formation de tubules par les cellules F/V. Les cellules 
F/V se diffcrencient sur Matrigel, elles s'alignent bout k bout pour reconstituer des 
pseudo-capillaires. * 
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La Figure 4 repr&sente la sensibility des cellules k des agents anti-angiogeniques 
particuliers, que sont : ME-2, FUMA et SU5416. 

Les colonnes . blanches correspondent aux cellules endotheliales non 
angiogeniques F/0 et les colonnes noires correspondent aux cellules endotheliales 
angiogeniques F/V. 

"ME-2" correspond au methoxyestradiol ; "FUMA". correspond a la fumagilline ; 
"SU 5416" est un inhibiteur de Tactivite kinase du VEGF-R2. 

Les cellules F/0 et F/V sont identiquement sensibles k la fumagilline (FUMA) et 
au methoxyestradiol (ME-2). En revanche, les cellules F/V sont beaucoup plus sensibles 
que les cellules F/0 a T agent anti-angiogenique interferant avec le VEGF-R2 (SU 5416). 

Les Figures 5A, 5B et 6 illustrent les fonctions mitog^nes des anticorps 
monoclonaux dirig6s contre les cellules endothelials angiogeniques. Certains anticorps 
sont anti-angiogeniques, c'est k dire capables d'inhiber de fa9on specifique la 
proliferation des seules cellules endotheliales angiogeniques (appeies anticorps de type 
3). D'autres anticorps ont une activite pro-angiogenique vis-a-vis des cellules 
endotheliales (appeies anticorps de type 5). 

Les Figures 5A et 5B montrent Taction anti-angiogenique des anticorps de type 3. 
La Figure 5 A concerne en particulier Taction des anticorps de type 3 sur la proliferation 
des cellules F/V de phenotype angiogenique. La Figure 5B concerne Taction des 
anticorps de type 3 sur la proliferation des cellules non angiogeniques F/O. Le test 
effectue est un test de proliferation comme decrit dans les exemples. Les cellules sont 
cultivees dans du DMEM suppiemente de 5 % de serum de veau nouveau-ne auquel est 
.ajoute soit aucun facteur angiogenique (condition 0), soit 2 ng/ml de VEGF (condition 
VEGF), soit 2 ng/ml de FGF-2 (condition FGF-2). L'anticorps est ajoute en meme 
temps que les facteurs angiogeniques, a des concentrations variables (0, 1, 3 ou 7 
Hg/ml). 

Les colonnes blanches correspondent k la proliferation des cellules sans anticorps. 
Les colonnes en pointilles correspondent k la proliferation des cellules en presence de 1 
^ig/ml d'anticorps. Les colonnes hachurees correspondent a la proliferation des cellules 
en presence de 3 ng/ml d'anticorps. Les colonnes noires correspondent a la proliferation 
des cellules en presence de 7 ng/ml d'anticorps. 

On constate que les anticorps de type 3 inhibent de fa9on dose-dependante la 
proliferation des cellules F/V sans affecter celle des cellules F/0. 
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On constate que les anticorps de type 3 inhibent l'effet mitogene du VEGF et du 
FGF-2 vis-a-vis des cellules endotheiiales angiogeniques. 



La Figure 6 montre Taction pro-angiogenique des anticorps de type 5. Le test 
effectue est un test de proliferation comme decrit dans les exemples. Les cellules sont 
cultivees dans du DMEM supplemente de 5 % de serum de veau nouveau-ne. 
L'anticorps est ajoute en meme temps que les facteurs angiog6niques, a des 
concentrations variables (0, 50 ou 100 fig/ml). 

Les colonnes blanches correspondent a la proliferation relative des cellules F/O en 
presence de concentrations variables d'anticorps de type 5. Les colonnes noires 
correspondent a la proliferation relative des cellules F/V en presence de concentrations 
variables d'anticorps de type 5. 

On constate que les anticorps de type 5 stimulent la proliferation des cellules F/O. 
En revanche, ils n'ont pas d'effet sur la proliferation des cellules F/V. 

La Figure 7 represente la fonction des anticorps de type 3 en tumorigendse. 

La courbe avec les losanges noirs correspond aux souris non traitees et la courbe 
avec les carr6s noirs correspond aux anticorps de type 3. 

Cette Figure represente le volume tumoral moyen (6 souris par groupe) en mm 3 en 
fonction du temps (en j ours). 

On constate que les anticorps de type 3 sont capables d'inhiber de fa9on 
significative le developpement de milanomes B16F10 chez la souris C57BL/6. 



Les Figures 8A k 8H represented des analyses par cytometric de flux pour des 
cellules F/V (FBAE V)(Figures 8A k 8D) et pour des cellules h/0 (FBAE 0)(Figures 8E 
a 8H) 3 incubees avec differents anticorps . Les Figures 8A et 8E correspondent au 
contr61e n£gatif ; les Figures 8B et 8F k l'anticorps A defini ci- apres ; les Figures 8C et 
8B 4 l'anticorps B defini ci-apres; les Figures 8D et 8H a l'anticoips C defini ci-apres. 

Les Figures 9A k 9H represented des analyses par cytometric de flux pour des 
cellules RPE V(Figures 9A a 9D) et pour des cellules RPE 0 (Figures 9E a 9H), 
incubees avec difKrents anticorps . Les Figures 9A et 9E correspondent au contrSle 
negatif ; les Figures 9B et 9F a l'anticorps A defini ci-apres; les Figures 9C et 9G a 
l'anticorps B defini ci-aprfes; les Figures 9D et 9H k l'anticorps C defini ci-apr£s. 
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Les Figures 10A, 10B et IOC correspondent a des resultats d'immuno-histochimie 
de coupes de glioblastomes. La Figure 10A correspond a un glioblastome incube avec 
un anticorps reconnaissant les cellules musculaires lisses des vaisseaux ("SM actin"). La 
Figure 10B correspond a un glioblastome incube avec un anticorps commercial 
reconnaissant les cellules endotheliales ( aticorps anti-CD 31)(DAKO). La Figure 10C 
correspond a un glioblastome incube avec un anticorps reconnaissant 1'anticorps C 
defini ci-apres . 

La Figure 11 correspond a un transfert d'ARN , en utilisant les sondes 
correspondant au fragment 74/1268 de la sequence AF063658 (Genbank) pour le 
VEGF-R2, au fragment 4155/4624 de la sequence AB008683 (Genbank) pour le 
collagene-1 et au fragment 380/847 de la sequence M10905 (Genbank) pour la 
fibronectine, a la s6quence AK024691 de la netrine 4, la sequence AK 025662 pour la 
Sck, la sequence X85799 pour le Tus-4/EPV20/. 

MATERIEL ET METHODES 

1. Etablissement des clones de differents phenotvnes 

Les cellules endotheliales d'aorte de foetus de boeuf (FBAE ou F) sont prelevees 
mecaniquement a partir de la lumiere aortique a l'aide d'un grattoir et incub6es sur des 
boites de culture pr6alablement tapissees de gelatine ou collagene I (10 ug/ml) prepare 
selon le paragraphe "angiogenese in vitro" (0,2% en PBS, 24 £ a 4°C) dans du milieu 
DMEM contenant 10% de serum de veau nouveau-ne (SVNN). Les boites sont soit 
supplements d'cestradiol (10-9 M) et de 1 ng/ml de VEGF (F/V) ou cultivees sans 
oestrogene et sans VEGF (F/0). Le milieu est chang6 apres 4 jours. Entre 6 et 10 jours, 
les clones de chacune des cultures sont isoles. Pour cela, les clones visualises au 
microscope comme des foyers de 100 a 1000 cellules sont aspires a l'aide d'une 
micropipette et transferee dans des puits de 2 cm 2 . Chacun des clones est cultive dans le 
milieu correspondant ((estradiol + VEGF pour les cellules F/V ; sans (estradiol et sans 
VEGF pour les cellules F/0) puis une fois que la confluence est obtenue (environ 6 jours 
pour les F/V, 15 jours pour les F/0) les monocouches de cellules sont trypsinisees et 
reensemencees dans des boites de 5 cm de diametre. Une fois la confluence obtenue, les 
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- cellules sont encore trypsinisees, une fraction aliquote est congel6e, puis la validation 
(determination de la r£ponse au VEGF dans Pun des tests suivants : migration, 
proliferation, angiogenfese) du clone est initi6e. 

Facteurs utilises 

Le VEGF (isoforme de 165 acides amines) est produit par infection de cellules 
d'insecte SF9 par un baculovirus recombinant contenant PADNc correspondant (Plouet 
etaL, 1997). 

2. Techniques d f etude in vitro : validation des clones 

Migration 

La technique a 6t6 decrite pr^cedemment par Jonca et al. (1997). 
Proliferation 

Des plaques de 12 puits sont ensemencees h faible density (5000 a 10000 
cellules/puits), dans du milieu DMEM k 8% de serum. Apres 24 heures, la proliferation 
des cellules est stimuiee par ajout d ! une gamme de facteur de croissance, de 
medicaments anti-angiogeniques (methoxyestradiol, fumagilline, SU5416 cibiee sur le 
VEGF-R2 - Plouet et al., 2001) ou d'anticorps de la presente invention. Les cellules 
sont restimuiees apres 48 heures et puis apres un total de cinq jours en culture les 
cellules sont trypsinisees et comptees avec un compteur Coulter. 



Angiogenfese in vitro 

Quatre queues de rat ont ete depiautees et dissequ6es pour recuperer les faisceaux 
blancs qui sont constitues en majeure partie de collagene de type I. Le collagene est 
extrait de ces fibres dans 50 ml d ! acide acetique 0,5 M froid et agites sur une nuit. Le 
liquide est ensuite centrifuge a 5000g pendant 40 minutes et le surnageant est recupere. 
L'extraction est refaite une fois avec 20 ml d'acide acetique, les surnageants sont : 
melanges et puis dialyses contre 1 1 d'acide acetique 0,2 M. La concentration en 
collagene est ajustee k 3 mg/ml par pesee. 

La preparation des gels pour Tangiogenese in vitro s'effectue sur de la glace pour 
conserver la solution de collagene sous forme liquide. Un ml de collagene (5 mg/ml) est 
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m<51ang6 k 0,5 ml de DMEM 10X (contenant une concentration 10X en antibiotiques et 
en ghitamine), 0,9 ml de H 2 0 sterile et 0,1 ml de bicarbonate de sodium 1M. Une fois le 
pH ajuste a 7,4, il est ajoute un volume egal de matrigel (Becton Dickinson). 

Le gel est coule dans des puits de culture (2 mm d'epaisseur) et incube k 37°C 
pour se solidifier. Les cellules sont rajoutees apres 15 minutes (100 000 cellules/cm 2 ) 
sur la surface du gel. Apr£s 2 heures, les differents facteurs solubles sont ajout6s et les 
cellules sont observes et photographiees apres 24 heures. 

Transfert d'ARN (Northern blot 1 ) 

Les cellules F/0 ou F/V sont cultiv^es en milieu DMEM contenant 10% de SVNN 
jusqu'a la demi-confluence, Les cellules sont ensuite trypsinis6es et centrifug6es. Les 
ARN sont extraits a Taide d'une solution de TRIZOL (Invitrogen). 2\xg d'ARN poly A+ 
sont separes par 61ectrophor6se en gel d' agarose k 1,2% (p/vol) en conditions 
dSnaturantes, transferes sur membrane de nylon (Hybond N Amersham) et fixes sous 
UV (0,5 J/cm2) selon la technique decrite par Sambrook et ses collaborateurs en 1989. 
L'hybridation est rgalisee a 42°C dans le milieu reactionnel suivant : 50% formamide, 
5X Denhardt's et 0,5% SDS (p/vol), contenant 0,2% d'ADN de sperme de hareng et 
lng/ml de sonde radioactive (activity spScifique comprise entre 10 8 et 10 9 cpm/|xg) 
marquee au 32P a l'aide du kit Megaprime™ DNA labelling systems (Amersham). Les 
lavages sont r6alis<§s a 45°C dans du SSPE 0,2X contenant 0,1% de SDS. 

Les sondes utilisees correspondent au fragment 74/1268 de la sequence AF063658 
(Genbank) pour le VEGF-R2, au fragment 4155/4624 de la sequence AB008683 
(Genbank) pour le collagene-1 et au fragment 380/847. de la sequence Ml 0905 
(Genbank) pour la fibronectine, k la sequence AK024691 de la netrine 4, la sequence 
AK 025662 pour la Sck, la sequence X85799 pour le Tus-4/EPV20/ 

3. Production d'anticorps monoclonaux sp6cifiques du phenotype FBAE V 

Immunisation soustractive des souris par les cellules FBAE 

Cinq souris Balbc de 6 semaines sont immunisees par une injection de 200 \il 
contenant 2 x 10 6 cellules F/0. Vingt-quatre et quarante-huit heures apr&s, les souris 
re9oivent 200 mg/kg de poids corporel de cyclophosphamide afin de detruire les 
lymphocytes actives et rendre ainsi les souris tol6rantes k V endothelium de phenotype 
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m non angiogenique. Quinze jours apres, les souris re9oivent une injection de 2 x 10 6 
cellules F/V. L'operation est r^petee au jour 30 et au jour 45. Les injections ont ete 
effectuees par voie intrap&itoneale. revaluation de la reponse de chaque souris a 
rimmunisation est faite par cytometric de flux a partir d'un prelevement de serum. 



La technique utilis^e pour la realisation des hybridomes derive de celle inise au 
point par Kohler et Milstein (1975). 

La veille de la fusion, soit a J47, cinq souris Balbc non-immunisees sont sacrifices 
pour l'obtention des macrophages servant de cellules nourricieres aux hybridomes. Les 
macrophages sont recuperes par injection de 8 ml de milieu de culture ISCOVE dans le 
peritoine des souris. Le milieu est aspire et refouie 2 fois dans la cavite p6riton6ale puis 
r£cupere et centrifuge. Apr£s centrifugation, les macrophages sont repris dans du milieu 
ISCOVE contenant 20% de serum de veau foetal (Biochrom, lot 5612). Ces cellules sont 
ensuite distributes dans 20 plaques de 96 puits a raison de 100 ^1 par puits (environ 3 x 
10 4 cellules/puits). 

Le lendemain, soit h J 48, les souris prtsentant les titres les plus Aleves d'anticorps 
diriges contre les cellules F/V sont sacrifices. Leurs rates sont prelevees et dilac6r6es 
dans du milieu ISCOVE pour liberer les splenocytes. Le tissu conjonctif est degage et 
les splenocytes sont centrifuges et comptes. En paralieie, la lign6e de myelome de souris 
Ag8X63 a 6t6 cultivee depuis 10 jours dans du milieu ISCOVE (Invitrogen) a 20% de 
serum Myoclone (Invitrogen). Ces cellules sont lavees et numertes. 

Les deux types cellulaires, splenocytes et myotomes, sont melanges de fa9on a 
obtenir un rapport de 1 cellule de myelome Ag8X63 (Kearjiey et al. 3 1979) pour 6 
splenocytes. La fusion s'effectue par ajout de 20 fois 50 pi de polyethylene glycol 
(PEG) a 30 secondes d'intervalle. Quatre ml de milieu ISCOVE prechauff£ a 37°C sont 
alors ajoutes goutte k goutte sur la suspension cellulaire, puis apres une p6riode 
d'incubation de 4 minutes a 37°C, 4 ml sont ajoutes. La suspension est centrifugee puis 
le culot cellulaire est alors repris dans 100 ml de milieu ISCOVE compiemente avec 
20% de serum de veau foetal et du milieu seiectif HAT IX (SOX : Hypoxanthine 5 mM, 
Aminopterine 20 \iM et Thymidine 0,8 mM) qui permet Peiimination des splenocytes et 
des cellules de myelome. La suspension est alors distribuee h raison de 100 ^1 par puits 
sur les macrophages (environ 100 000 cellules). 



Fusion 
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Apres 5 jours, 100 pi de milieu HAT sont ajoutes, et entre 8 et 14 jours le milieu 
conditions de chaque hybridome est preleve pour mesurer les anticorps diriges contre 
les cellules endotheliales de differents phenotypes par ELISA. 

Les hybridomes selectionn6s par leur capacity a secr6ter des anticorps diriges 
contre les cellules F/0 ou F/V sont alors clones (premier clonage), c'est-a-dire que les 
cellules sont ensemenc^es en condition de dilution limite (5 cellules/ml) sous un volume 
de 0,1 ml par puits. Le milieu (ISCOVE supplements de serum et de HAT) est change 
apr£s 10 jours. Apres 15 jours, certains puits contiennent des foyers de cellules qui se 
sont multipliees £ partir de la cellule ensemencee au depart, done toutes ces cellules sont 
identiques et sont issues du meme clone. Quand la surface occupee par les cellules 
repr^sente au moins la moitie de la surface totale du puits, le milieu est preleve et 
analyse comme precedemment. A ce stade on peut selectionner les clones producteurs 
d'anticorps et connaitre leur spdeificite pour les cellules F/0 ou F/V (deuxieme clonage). 

Une fois les clones identifies, leur nature monoclonale a ete afiBurmee par 
T operation classique consistant a ensemencer une plaque de 96 puits avec des cellules 
issues du m&ne clone diluees en conditions limites comme precedemment. Les clones 
secreteurs doivent done tous s6cr6ter un anticorps de mSme sp6cificite vis-£-vis des 
cellules F/V par rapport aux cellules F/0 (criblage par ELISA) pour que Ton declare cet 
anticorps monoclonal. 

Un troisteme clonage est alors effectu£ pour s'assurer que les clones sont bien 
monoclonaux dans des conditions identiques & celles indiquees ci-dessus. 

Methode de criblage des clones 

Le criblage du serum preleve et des surnageants des hybridomes s'est effectue par 
ELISA et cytometric de flux. 



ELISA 

15000 cellules F/0 ou F/V sont ensemencees par puits dans des plaques 96 puits 
(100 [il/puits) dans du milieu DMEM contenant 10% de serum de veau nouveau-ne. 
Apres 36 h, les cellules sous-confluentes sont rincees 3 fois dans une solution de PBS 
contenant 0,005% de Tween 20. Les sites potentiels de liaison non specifiques des 
anticorps sont satures par incubation dans une solution de glycine 1 M, pH 8,1 (2h & 
temperature ambiante) suivie de 3 lavages (PBS/Tween 0,05%) et d'une incubation 
d'une nuit k 4°C dans une solution d'IgG irrelevantes & 10 jag/ml dans du PBS. La 



WO 2004/033674 PCT/FR2003/002996 
solution de blocage est 61imin6e, puis les anticorps a tester sont ajoutes. Apres 2 h 
d'incubation k temperature ambiante, les cellules sont lav6es 3 fois en PBS / Tween 
0,05% pour Sliminer les anticorps non fixes. Les complexes cellules-anticorps sont 
incub6s pendant 1 heure en presence d'un anti-coips secondaire anti-souris couple a la 
peroxydase (Amersham NA 931) dilue au 1 /4000 dans du PBS contenant 0,05% de 
Tween et 0,5% de BSA. Apres 3 lavages (PBS / Tween 0,05%), le substrat de la 
peroxydase (OPD Sigma) est ajoute a raison de 100 pl/puits. Apres 10 a 30 min 
d'incubation a Pabri de la lumidre, la reaction colorimetrique est arretee par ajout de 
100 |il de H2SO4M. L'intensitd du signal est mesur6 par spectrophotometry k 490 run. 

Cvtometrie 

Le surnageant (ou le s6rum) a tester est incube avec des cellules F/0, F/V, RPE/0 
ou des cellules RPE/V pendant 45 minutes. Les cellules sont ensuite lav6es 3 fois dans 
du PBS-BSA 0,02%. Un deuxieme anticorps anti-IgG de souris coupte a la fluoresc6ine 
isothiocyanate est ajout6 sxor les cellules (F-877, Sigma Imniuno Chemicals). L f intensite 
de fluorescence des cellules est mesuree par cytometrie de flux et compare entre les 
cellules F/0 et F/V. L'intensite de fluorescence est mesur£e dans un cytometre de flux 
ELITE. 



Isotvpage 

La caract6risation isotypique de chaque clone est mesuree k Paide d'xin test rapide 
d*isotypage des anticorps murins MABTEST (Adiatec). 

Tumorigenese 

200 000 cellules de melanome B16 sont inject6es k des souris C57. Huit jours 
apr&s, quand les tumeurs ont donn6 naissance k des nodules palpables, les anticorps sont 
injectes 2 fois par semaine par voie intrap6riton6ale k la dose de 50 \xg dilue dans 200 \xl 
de PBS. Le volume de la tumeur est mesure 2 fois par semaine au pied a coulisse et 
exprime par la formule V= !/ 2 xLxl 2 (Letl designant respectivement la plus grande et 
la plus petite dimension). 
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4. Production cTanticorps anti-idiotypiques 

On injecte par voie sous-cutanee a des souris 10 \ig d'un anticorps monoclonal 
dirige contre les cellules endothelials non angiog&iiques, ledit anticorps monoclonal 
dtant obtenu selon le precede decrit dans le paragraphe pr€c6dent, en association avec 
100 jil d'adjuvant de Freund (Sigma), Panticorps etant purifie selon des methodes 
standard par precipitation au sulfate d'ammonium puis par chromatographic d'echange 



L'injection est r6p6t6Q 15, 30 et 45 jours apr&s. 

Cinquante-cinq jours apres la premiere injection, on injecte a des souris 10 jig du 
meme anticorps par voie intraperitondale. Cinquante-huit jours apres, les souris sont 
sacrifices et leurs rates sont prelevees et dilacerees dans du milieu ISCOVE pour liberer 



notamment des cellules AG8X 63 (Kearney et aL, 1979) et incubes k raison de 100 000 
cellules/puits. 

La fusion s ! effectue par ajout de 20 fois 50 jil de polyethylene glycol (PEG) a 30 
secondes d'intervalle. Quatre ml de milieu ISCOVE pr6chauffe k 37°C sont alors 
ajoutes goutte k goutte sur la suspension cellulaire, puis apres une p6riode d f incubation 
de 4 minutes a 37°C, 4 ml sont ajout6s. La suspension est centrifugSe puis le culot 
cellulaire est alors repris dans 100 ml de milieu ISCOVE complements avec 20% de 
s<§rum de veau foetal et du HAT IX (SOX : Hypoxanthine 5 mM, Aminopterine 20 yM 
et Thymidine 0,8 mM) et distributes k raison de 100 jil par puits sur les macrophages, 

Apr6s 5 jours, 100 \xl de milieu HAT sont ajoutes, et entre 8 et 14 jours le milieu 
condition^ de chaque hybridome est pr&evS pour mesurer lep anticorps dirig^s contre 
les anticorps ayant servi d' agents immunogfenes, c'est a dire dirigSs contre des cellules 
endoth&iales. 

Les hybridomes s&ectionnes par leur capacity a secreter des anticorps dirig6s 
contre des anticorps monoclonaux dirig6s eux-memes contre des cellules F/0 ou F/V 
sont alors clones (premier clonage), c'est-a-dire que les cellules sont ensemencees en 
condition de dilution limite (5 cellules/ml) sous un volume de 0,1 ml par puits. Le 
milieu de culture HAT est change apres 10 jours. Apxts 15 jours, certains puits 
contiennent des foyers de cellules qui se sont multipliees a partir de la cellule 
ensemenc6e au depart, done toutes ces cellules sont identiques et sont issues du m&ne 
clone. Quand la surface occupte par les cellules repr6sente au moins la moitie de la 



d'ions. 



les splenocytes. Les spl6nocytes sont fusionnes avec des cellules de mySlome de souris, 
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surface totale du puits, le milieu est pr£leve et analyst comme pr6c6demment par 
ELISA. A ce stade on peut s^lectionner les clones producteurs d'anticorps et connaitre 
leur specificite pour les anticorps monoclonaux dirig6s contre les cellules F/0 ou F/V 
(deuxi&me clonage). 

Une fois les clones identifies, leur nature monoclonale est affirmee par Toperation 
classique consistant k ensemencer une plaque de 96 puits avec des cellules issues du 
m§me clone dilutes en conditions limites comme precedemment. Les clones stereteurs 
doivent done tous secr€ter un anticorps de meme specificity pour que Ton declare cet 
anticorps monoclonal. 

Un troisiSme clonage est alors effectug pour s' assurer que les clones sont bien 
monoclonaux dans les conditions identiques a celles definies ci-dessus. 

. Les anticorps anti-idiotypiques sont cribles par une batterie de tests, notamment 
par un test ELISA anti-idiotypique : les anticorps diriges contre les cellules 
endothelials de l'invention sont tapiss6s dans du tampon carbonate 50 mM pH 9 a une 
dilution de 10 fig/ml. La surface des puits est ensuite incubSe avec de la serumalbumine 
k 0,5%. Les surnageants d'hybridomes sont ensuite incubes dans les boites et leur 
presence est revelee par les anticorps anti-immunoglobulines de souris conjugu£s k la 
peroxydase. 

On v&ifie 6galement que les anticorps anti-idiotypiques inhibent la fonction des 
anticorps monoclonaux contre lesquels ils sont dirig&j vis-a-vis des cellules 
endoth&iales, notamment qu'ils inhibent la proliferation des cellules F/V incubSes avec 
ng/ml et 20 |ag/ml d' anticorps monoclonal anti-cellules endoth6liales angiog&iiques ou 
non. 

' ' ! 

5. Production d'anticorps anti-anti-idiotvpiaues 

On injecte par voie sous-cutan<§e a des souris 10 fig d'un anticorps anti- 
idiotypique, tel qu'obtenu selon le proc&te dScrit dans le paragraphe precedent, en 
association avec 100 |ixl d' adjuvant de Freund. 

L'injection est rep&6e 15, 30 et 45 jours apr&s. 

Cinquante-cinq jours apres la premiere injection, on injecte k des souris 10 mg 
d'anticoips anti-idiotypiques par voie intrap&itoneale. Cinquante-huit jours aprds, les 
souris sont sacrifices et leurs rates sont prelevees et dilacfrdes dans du milieu ISCOVE 



# 



26 



WO 2004/033674 



PCT/FR2003/002996 



pour liberer les splenocytes. Les splenocytes sont fusionnes avec des cellules de 



my^lome de souris, notamment des cellules AG8X 63, et incubes a raison de 100 000 
ceUules/puits. 

La fusion s'effectue par ajout de 20 fois 50 |il de polyethylene glycol (PEG) a 30 
secondes d'intervalle. Quatre ml de milieu ISCOVE pr6chauffe a 37°C sont alors 
ajoutes goutte k goutte sur la suspension cellulaire, puis apres une periode d'incubation 
de 4 minutes a 37°C, 4 ml sont ajoutes. La suspension est centrifugee puis le culot 
cellulaire est albrs repris dans 100 ml de milieu ISCOVE complements avec 20% de 
serum de veau foetal et du HAT IX (SOX : Hypoxanthine 5 mM, Aminopt£rine 20 \xM 
et Thymidine 0,8 mM) et distributes a raison de 100 \il par puits sur les macrophages. 

Apres 5 jours, 100 jil de milieu HAT sont ajoutes, et entre 8 et 14 jours le milieu 
condition^ de chaque hybridome est pr61eve pour mesurer les anticbrps diriges cbntre 
les anticorps anti-idiotypiques. 

Les hybridomes s&ectionnes par leur capacite a secreter des anticorps dirig6s 
contre des anticorps anti-idiotypiques sont alors clones (premier clonage), c'est-a-dire 
que les cellules sont ensemencees en condition de dilution limite (5 cellules/ml) sous un 
volume de 0,1 ml par puits. Le milieu de culture ISCOVE contenant 20% de serum et 
de HAT est change apres 10 jours. Apr&s 15 jours, certains puits contiennent des foyers 
de cellules qui se sont multiplies k partir de la cellule ensemencee au depart, done 
toutes ces cellules sont identiques et sont issues du mSme clone. Quand la surface 
occup6e par les cellules repr6sente au moins la moitte de la surface totale du puits, le 
milieu est pr61eve et analyst comme prtctdemment par ELISA. A ce stade on peut 
selectionner les clones producteurs d' anticorps et connaitre leur sptcificitt pour les 
anticorps. anti-idiotypiques (deuxteme clonage). 

Une fois les clones identifies, leur nature monoclonale est affirmee par P operation 
classique consistant h ensemencer une plaque de 96 puits avec des cellules issues du 
meme clone diluees en conditions limites comme pr^cederoment. Les clones secreteurs 
doivent done tous secreter un anticorps de meme specificite pour que Ton declare cet 
anticorps monoclonal. 

Un troisi&me clonage est alors effectue pour s* assurer que les clones sont bien 
monoclonaux identiques a celles d^crites ci-dessus. 

Les anticorps anti-anti-idiotypiques sont cribl^s par une batterie de tests, 
notamment par un test ELISA anti-idiotypique : les anticorps anti-idiotypiques tels 
qu'obtenus pr6c6demment sont tapiss6s dans du tampon carbonate 50 mM pH 9 k une 
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dUution de 10 ug/ml. La surface des puits est ensuite incubee avec de la serumalbumine 
a 0,5%. Les sumageants d'hybridomes sont ensuite incubes dans les boites et leur 
presence est r6velee par les anticorps anti-immunoglobulines de souris conjugues a la 
peroxydase. 

On verifie egalement que les anticorps anti-anti-idiotypiques se lient aux cellules 
endotbeliales angiogeniques ou non angiogeniques, selon les memes tests que ceux 
decrits dans le paragraphe 3. 



6. Tmmiinohistochimie de coupes de plioblastome 

Le glioblastome est une tumeur maligne du cerveau dont la caracteristique 
majeure est d'etre extremement vascularisee. Des coupes seriees de pieces operatoires 
pr61evees au cours de la cbirurgie de glioblastomes ont ete incubees avec des anticorps 
reconnaissant les ceUules musculaires lisses des vaisseaux (SM actin) (Figure 10A) ou 
les cellules endotheliales (anti-CD 31) (Figure 10B) ou l'anticorps C defini ci -dessus 
(Figure 10C). 

Des coupes d'epaisseur 3 um de glioblastomes sont deparaffinees. 

Ensuite, les sites antigeniques sont demasqu6s de la facon suivante : on effectue 2 
passages de 5 minutes desdites coupes au micro-ondes (puissance maximale) dans Tp 
Citrate 10 mM pH 6,0 (tri-sodium citrate CeHsNaaC-T, 2H 2 0 PM 294,10), et on laisse 
refiroidir les lames a temperature ambiante 30 minutes puis on les place en attente dans 

duPBSlX. . { 

Le tampon citrate 10 mM est obtenu comme svut : on melange 5,9 g de tri-sodium 
citrate et de l'eau (qsp 2 1) puis le pH est ajuste a 6 avec de l'acide citrique en poudre. 

Les sites non specifiques sont bloques par mise en presence des coupes 
susmentionnees avec un serum bloquant predilu6 (serum de cheval a 2,5%) pendant 20 
minutes. On elimine ensuite l'exces de serum par rincage dans du PBS pendant 5 
minutes. 

On incube les coupes pendant 30 minutes avec differents anticorps (dilues dans du 
PBS contenant 0,1% de BSA), a temperature ambiante, en chambre humide, et on rince 
avec du PBS pendant 5 minutes. 
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On effectue une incubation supplemental avec l'anticorps secondaire biotinyle 
universel pr6dilu6 pendant 30 minutes (KIT VECTASTAIN Elite UNIVERSAL RTU). 

L' ensemble rJnsi obtenu est incube avec le complexe Elite ABC avidine-biotine- 
peroxydase pendant 30 minutes, puis on effectue un rin9age au PBS pendant 5 minutes. 

On incube avec le reactif AEC pret a Pemploi (Dako K3464) pendant 10 minutes, 
et on rince avec de Feau distillee. 

On effectue ensuite un contre-coloriage a l'h&natoxyline de Mayer pendant 2 
minutes et on rince a Peau ammoniaqu^e (2,5/1000) puis a Peau distillee 

On incube ensuite la lame avec du liquide de montage aqueux (Dako faramount 
S3025) et Ton depose une lamelle couvre-objet. 

RESULTATS 



I. Etablissement des phenotypes des cellules F/O et F/V. 
Morphologie 

Le ph&iotype des souches F/0 et F/V est maintenu par Padjonction de VEGF dans 
le milieu de culture k long terme. Quand on ote le VEGF (cas de Tabsence de VEGF), la 
morphologie de chacune des souches est diff&rente : monocouche r6guli£re 
pavimenteuse k confluence pour F/V, les F/0 sont des cellules plus grandes et arrondies. 

Quatre heures apres l'adjonction du VEGF, seules les cellules F/V subissent un 
changement de morphologie : les cellules s'allongent, l'espace intercellulaire devenant 
important (voir Figures 1C et ID). En revanche, les cellules F/0 ne changent pas de 
forme (Figures 1A et IB). 

Expression de gdnes 

L'expression de VEGFR-2 et du collagfene I a et6 etudiie dans les cellules F/0 et 
F/V par Northern Blot. II apparait que 1' expression de VEGFR-2 est augment^ de 4 
fois dans les cellules F/V par rapport k F/0. En revanche Pexpression de VEGFR-2 est 
identique dans BREC/0 et BREC/V (Hutchings et al., 2002). 

De plus Fexpression d'autres genes a 6te compare dans les couples 0 et V des 
cellules endoth&iales de r&ine de bceuf (BREC) et de cellules endothelials de foetus de 
boeuf (F) (voir Figure 2C) 

Par exemple, la fibronectine apparait plus exprimSe par les cellules F/0 que par les 
cellules F/V (rapport 3,5) alors que son expression est similaire, dans les cellules 
BREC/0 et BREC/V. 
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Par exemple les sequences AK024691, AK 025662, et X85799 sont 
respectivement 4, 12 et 2,5 fois plus exprimees dans les cellules FV que les cellules F/0 

Aneiogenese in vitro en reponse au VEGF 

Les cellules F/0 ou F/V ensemencees sur un gel de collagene-matrigel sont 
incubtes avec 50 ng/ml de VEGF et leur morphologie est examinee 24 heures apres. 
Les cellules F/V stimulees par le VEGF s'organisent en feisceaux comportant une 
rang£e de 3-4 cellules puis en structures tubulaires comme le montre la Figure 3B. En 
revanche les cellules F/0 restent disposes en amas, qu'elles soient ou non stimulus par 
le VEGF (Figure 3 A). 

Reponse aux traitements anti-angiogeniques 

Les cellules F/V sont sensibles k Taction mitogdne.du VEGF (ED 50 = 0,3 ng/ml) 
alors que les cellules F/0 ne proliferent pas sous Paction du VEGF. 

Les cellules F/0 et F/V sont ensemencees a basse densite (5000) comme indiqu6 et 
trois drogues sont inocutees separ&nent dont 2 . de mecanisme inconnu 
(Methoxyestradiol-ME-2 et fumagilline - FUMA) et 1 interferant avec le VEGF-R2 (SU 
5416 inhibant F activity kinase. II apparait que les cellules F/0 et F/V sont egalement 
sensibles k la fumagilline et au m&hoxyestradiol (Figure 4) alors que les cellules F/V 
sont plus sensibles au SU 5416. II apparait que PIC50 de ces 2 composes est multiple 
par 20 et 50 respectivement pour les cellules F/0. 

Ainsi done Futilisation de ces cellules permet de pratiquer un criblage de 
medicaments anti-angiog6niques qui n'affectent pas les cellules endothelials des 
vaisseaux sains, non angiogeniques. j 



II. Production d' anticorps monoclonaux sp^cifiques du ph&aotype 
angiog6nique 

Reconnaissance sp£cifique des cellules F/V 

4 fusions ont 6te effectu^es et 426 hybridomes ont 6t6 obtenus. Apres un criblage 
par ELISA, 15 clones ont 6t& sous clones et 1026 clones analyses dont 6 ont et6 
sdlectionnes par ELISA, correspondant a des anticorps monoclonaux se fixant sur F/0 
ou F/V. La v6rification de la specificity de ces anticorps monoclonaux a 6t6 effectuee 
par cytometric de flux. 



F/0 


F/V 


BREC/O 


BREC/V 


musculaire 


58 


10 


44,7 


95,9 


5,4 


25 


36 


4,2 


8,4 


0 


3 


48 


43 


63,7 


3,8 



WO 2004/033674 W PCT/FR2003/002996 

H apparait que certains anticorps se fixent seiectivement aux cellules F/V ou aux 
cellules F/0 (voir tableau ci-dessous et figure 8 reprSsentant T analyse de la specificity 
des anticorps par cytom6trie de flux). 

Le tableau ci-dessous indique les pourcentages de cellules reconnues par les 
differents types d'anticorps. 

type d'anticorps 

A 
B 

C 

3 types d'anticorps peuvent etre distingues : 
Marquage F/0 > F/V : type A 
Marquage F/V > F/0 : type B 
Marquage F/O absent : type C 

L' anticorps A marque preferentiellement les cellules F/0 (Figure 8 F) et RPE 0 
(Figure 9 F). 

L' anticorps B marque preferentiellement les cellules F/V (Figures 8 C), et ils ne 
reconnaissent pas les RPE 0 et RPE V. 

L' anticorps C marque exclusivement les cellules F/V (Figure 8 D) et pas les 
cellules F 0 (Figure 8 H) et ne reconnait pas les RPE 0 et RPE V. 

Proliferation 

L*etude de la fonction mitogene des anticorps permet de les classer en 2 
categories : les anticorps de type 3 inhibent la proliferation des cellules F/V sans 
affecter celle des cellules F/0 (Figures 5A et 5B) et les anticorps de type 5 stimulent la 
proliferation des cellules F/0 sans affecter celle des cellules F/V (Figure 6). 



Tumorigen&se 

La figure 7 montre que Tinjection des anticorps de type B reduit le volume de la 
tumeur 4 chaque temps d' observation.. Le tableau suivant montre les moyennes et les 
ecart-types des volumes des tumeurs observees a 20 jours. On en deduit que Tanticorps 
de type A n'a pas d'effet sur la tumorigen£se, ce qui est en accord avec les resultats de 
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4 cytometric de flux demontrant que cet anticorps ne se fixe pas aux cellules 
angiog6niques. 

Bn revanche les anticorps de type B et C reconnaissant les cellules de phenotype 
angiog6nique par cytomStrie de flux inhibent la croissance tumorale. 

Injection moyenne (mm3) ecart-type (mm3) 

PBS 3226 1255 

Ac A 2159 350 

Ac B 1299 368 

AcC 1866 287 



m. Immunohistochimie de coupes de glioblastome 

Les figures 10A, 10B et IOC montrent 

_ un marquage avec F anticorps anti-actine ("smooth muscle cell 
actin") rmarquage de toutes les cellules p&ivasculaires musculaires lisses ; 

- un marquage avec F anticorps anti-CD 31 : marquage de toutes les cellules 
endothelials ; et 

- un marquage avec F anticorps C : marquage de quelques cellules endothdliales 
tumorales. 

Par ailleurs, il n'a jamais <§te d6tect6 de marquage avec F anticorps C dans des 
coupes de tissu sain (cerveau, poumon, coeur, rein, foie). 

En conclusion Fanticorps susmentionne est done sp^cifique des cellules du 
ph6notype angiogenique et ne reconnait pas les cellules de pMnotype non 
angiog&iique. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation d'un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endothelials de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 
pour le criblage 

de substances angiogeniques vis-a-vis de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique, ou 

de substances anti-angiogeniques vis-a-vis de cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype 
non angiogenique. 

2. Utilisation d'un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

pour le criblage de substances anti-angiogeniques, vis-a-vis de cellules 
endotheliales de phenotype angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules 
endotheliales de phenotype non angiogenique. 

3. Precede de criblage de substances susceptibles d'inhiber Pangiogenese de 
cellules endotheliales de phenotype angiogenique, mais n'affectant substantiellement 
pas les cellules endotheliales de phenotype non angiogeniqup, comprenant les etapes 
suivantes : 

- la mise en culture, d'une part, de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique et, d' autre part, de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, pour 
obtenir respectivement une culture de cellules endotheliales de phenotype angiogenique 
et une culture de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, 

- P addition, a chacune des cultures definies ci-dessus, d'un facteur mitogenique, 
notamment choisi parmi la famille des facteurs FGF, le PDGF, le VEGF ou PEGF, et 
etant notamment le VEGF, et de la substance k tester, susceptible d'inhiber 
Pangiogenese, et le maintien des cellules susmentionnees en culture pendant un temps 
suffisant pour qu'il y ait au moins un cycle de division cellulaire, 
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- la comparaison de Tinhibition, par la substance a tester, de Taction 
mitogenique du facteur mitogenique, d'une part sur les cellules endothelials de 
phenotype angiogenique et, d' autre part, sur les cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique, pennettant de selectionner parmi les susdites substances & tester celle qui 
inhibe la proliferation des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, mais qui 
n'inhibe pas la proliferation des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique. 

4. Ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

caracterise en ce que les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique 
presentent au moins Tune des proprietes suivantes : 

- elles restent confluentes lorsqu' elles sont mises en presence du facteur de 
croissance VEGF, sans former de tubules, 

- elles ne proliferent pas sous Taction du VEGF, 

- elles ne sont pas protegees de Tapoptose par le VEGF, 

et en ce que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique pr6sentent au 
moins Tune des proprigtes suivantes : 

- elles forment des tubes lorsqu'elles sont mises en presence du facteur de 
croissance VEGF dans un gel de collagene, 

- elles proliferent sous Taction du VEGF, 

- elles sont protegees de Tapoptose par le VEGF. 

5. Cellules endotheliales de phenotype non angiogenique telles que definies 
dans la revendication 4. 

6. Cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies dans la 
revendication 4. 

7. Cellules endotheliales selon la revendication 5 ou 6, caracterisees en ce que 
ce sont des cellules endotheliales de vaisseau, notamment des cellules endotheliales 
d'aorte, de cortex surrenal, de peau, de cerveau, de retine, de veine ou d'artdre de 
cordon ombilical. 
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8. Precede de preparation de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique selon la revendication 5, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- l'incubation de cellules endotheliales, notamment pr61ev6es d'une aorte, dans 
un milieu ne contenant ni cestradiol, ni facteur de croissance, notamment ni VEGF, afin 
d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, 

- le prelevement d'un clone a l'aide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, et la culture 
de ce clone jusqu'£ l'obtention de la confluence des cellules, veriftee par examen a 
l'aide d'un microscope a contraste de phase. 

- la selection des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues k Tetape precedente, k l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

9. Proc^de de preparation de cellules endotheliales de phenotype angiogenique 
selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- Tincubation de cellules endotheliales, notamment preievees d'une aorte dans 
un milieu contenant de l'oestradiol et un facteur de croissance, notamment le VEGF, 
afin d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

- le prelevement d'un clone k l'aide d'une micropipette, paimi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et la culture de ce 
clone jusqu' a l'obtention de la confluence des cellules, 

- la selection des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues k l'etape precedente, a l'aide de tests de 
proliferation, de migration ou d'angiogenese in vitro. 

10. Anticorps polyclonal ou monoclonal dirige contre les cellules endotheliales 
de phenotype angiogenique selon la revendication 6, notamment anticorps monoclonal 
capable d'activer ou d'inhiber l'angiogenese. 



* 



37 



PCT/FR2003/002996 



WO 2004/033674 



11. Anticorps polyclonal ou monoclonal dirige contre les cellules endothelials 
de phenotype non angiogenique selon la revendication 5, notamment anticorps 
monoclonal capable d'activer ou d'inhiber Tangiogenfese. 

12. Anticorps monoclonal selon la revendication 10, pr£sentant les 
caracteristiques suivantes : 

- il se lie a la surface des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et 

- il reconnait un motif present exclusivement sur les cellules endotheliales de 
phenotype angiogenique, notamment un recepteur membranaire. 

13. Proced6 de preparation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 
10, capable d'activer 1' angiogenic, caract6rise en ce qu'il comprend les Stapes 
suivantes : 

- P immunisation d'un animal par injection de cellxiles de phenotype 
angiogenique, 

- la fusion entre des myelomes d'un animal et des spienocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus a l'etape pr^c^dente et 
secr6tant des anticorps contre les cellules de phenotype angiogenique, 

- la verification des propri£t£s d'activation de l'angiogenese des anticorps 
susmentionnes vis-^-vis des cellules angiog&uques, notamment k l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro, . 



14. Procede de preparation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 
10, capable d'inhiber l'angiogenese, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- l'immunisation d'un animal par injection de cellules de phenotype 
angiogenique, 

- la fusion entre des myelomes d'un animal et des spienocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 
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- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus a Petape precedente et 
secr£tant des anticorps contre les cellules de phenotype angiogenique, 

- la verification des proprietes d'inhibition de Pangiogenese des anticorps 
susmentionn£s vis-i-vis des cellules angiog6niques, notamment a Paide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

15. Anticorps anti-idiotypiques diriges contre des anticorps monoclonaux eux- 
memes diriges contre des cellules endothelials de ph6notype non angiogenique selon la 
revendication 5, ou contre des anticorps monoclonaux eux-memes diriges contre des 
cellules endothelials de ph£notype angiogenique selon la revendication 6, caracteris£s 
en ce qu'ils sont capables d'activer ou d'inhiber les fonctions exerc£es (activation ou 
inhibition de Pangiogenese) par les anticorps selon Tune des revendications 10 a 12. 

16. Fragments Fab des anticorps monoclonaux ou polyclonaux selon Tune des 
revendications 10 a 12, et des anticorps anti-idiotypiques selon la revendication 15, 
lesdits fragments etant capables d'activer ou d'inhiber Pangiogenese. 

17. Complexe entre : 

- un anticorps, tel que defini ci-dessus, ou un fragment Fab, activateur de 
Pangiogenese, selon la revendication 16, et 

- un element radioactif tel que Piode 125 ou 131, Pindium, le yttrium ou tout 
autre compose contenant une particule ionisante. 

18. Complexe entre un anticorps selon Pune des Revendications 10 a 12, 
activateur de Pangiogenese, et un compose cytolytique, en particulier une toxine. 

19. Proc6de de preparation des anticorps anti-idiotypiques selon la 
revendication 15, diriges contre des anticorps monoclonaux eux-memes diriges contre 
des cellules endothelials de phenotype angiogenique, ledit procede etant caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- Pimmunisation d'un animal par injection d'anticorps monoclonaux selon la 
revendication 10, 
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- la fusion entre des my61omes d'un animal et des splenocytes d'un animal, afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis panni ceux obtenus a Petape precedente et 
s6cretant des anticorps diriges contre les anticorps monoclonaux susmentionnes, utilises 
pour r immunisation, lesdits anticorps monoclonaux etant diriges contre les cellules de 
phenotype angiogenique, et 

- la verification des proprietes d' inhibition des anticorps susmentionnes vis-a-vis 
de la fonction d' activation ou d' inhibition de Pangiogendse des anticorps selon la 
revendication 10, notamment k Paide du test de proliferation et/ou de migration et/ou 
d'angiogendse in vitro. 

20. Anticorps anti-anti-idiotypiques diriges contre des cellules endothelials de 
phenotype angiogenique selon la revendication 6, caracteris6s en ce qu'ils sont capables 
d'activer ou d'inhiber Pangiogenese. 

21. Procede de preparation des anticorps anti-anti-idiotypiques selon la 
revendication 20, diriges contre des cellules endothelials de phenotype angiogenique, 
ledit proc£de etant caracterise en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

- Pimmunisation d'un animal par injection d' anticorps anti-idiotypiques selon la 
revendication 15, 

- la fusion entre des myotomes d'un animal et des splenocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, i 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus a Petape precedente et 
secretant des anticorps anti-anti-idiotypiques diriges contre les cellules de phenotype 
angiogenique, et 

- la verification des proprietes d'inhibition ou d'activation de Pangiogenese des 
anticorps anti-anti-idiotypiques susmentionnes, notamment a Paide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 



22. Composition phannaceutique, caracterisee en ce qu'elle contient, & titre de 
substance active, un inhibiteur de Pangiogenese, choisi parmi un anticorps selon Pune 
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«des revendications 10 a 12, un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 15, un 
fragment Fab selon la revendication 16, ou un complexe selon la revendication 17, en 
association avec un vecteur pharmaceutiquement acceptable, ladite composition 
pharmaceutique etant susceptible d'etre administrSe k raison d'environ 0,01 k environ 
20 mg/kg/injection. 

23. Composition vaccinale, caract6risee en ce qu'elle comprend, a titre de 
substance active un anticorps monoclonal selon Tune des revendications 10 k 12, ou un 
anticoips anti-idiotypique selon la revendication 15, ou des fragments Fab selon la 
revendication 16, ou un anticorps anti-anti-idiotypique selon la revendication 20, en 
association avec un adjuvant pharmaceutiquement acceptable. 

24. Utilisation d'un inhibiteur de Pangiogenese, choisi parmi un anticorps selon 
Tune des revendications 10 a 12, un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 
15, un fragment Fab selon la revendication 16, ou un complexe selon la revendication 
17, ou un anticorps anti- anti-idiotypique selon la revendication 20, pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement de pathologies necessitant r inhibition de la 
proliferation endothelial, notamment dans le cadre des pathologies suivantes : les 
cancers, la d£g&i6rescence musculaire liee a Page, les retinopathies diabetiques, la 
polyarthrite rhumato'ide, les angiomes, les angiosarcomes, en particulier la maladie de 
Castelman et le sarcome de Kaposi. 

25. Utilisation d'un inhibiteur de Pangiogenese, choisi panpi un anticorps selon 
Tune des revendications 10 k 12, un anticorps anti-idiotypiqu f e selon la revendication 

15, un fragment Fab selon la revendication 16, ou un complexe selon la revendication 
17, ou un anticorps anti-anti-idiotypique selon la revendication 20, pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement de pathologies necessitant Pinhibition de 
P activation endothelial, notamment dans le cadre des pathologies suivantes : le rejet 
d'allogreffe et de xenogreffe, les acrocyanoses, les scierodermies, ou dans le cadre de la 
preparation de greffons entre le prelevement et la transplantation. 



26. Utilisation d'un activateur de Pangiogenese, notamment un anticorps selon 
Pune des revendications 10 a 12, un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 
15, un fragment Fab selon la revendication 16, ou un anticorps anti-anti-idiotypique 
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selon la revendication 20, pour la preparation d'un medicament destine a favoriser la 
cicatrisation notamment dans le cadre de blessures, la reconstruction tissulaire 
notamment dans le cadre de greffes muscnlaires et cutanees lors de la chirurgie 
reconstructive et esthetique, l'induction ovarienne, la reperfusion des territoires 
ischemics lors de Tarterite des membres inferieurs ou de Pinfarctus du myocarde. 
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FIGURE 5A 
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FIGURE 7 
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FIGURE 10C 
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